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家 蝇 幼 虫 抗菌 肽 MDL-1 的 分 离 纯 化 及 其 
对 大 肠 杆 菌 超 微 结构 的 影响 
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摘要 : 通过 体 壁 损伤 和 大 肠 杆 菌 同时 诱导 家 蝇 幼 虫 产生 免疫 血 淋 巴 ,经 沸水 浴 热 变性 , 透析 浓缩 处 理 , 然后 经 Tricine-SDS- 
PAGE 得 到 诱导 前 后 家 蝇 幼 虫 血 淋 巴 中 熏 白 差异 表达 条 带 , 将 该 条 带电 泳 回收 、 复 性 、 抗 菌 活性 检测 等 步骤 ,分 离 纯化 得 到 抗 
菌 肤 MDL-1， 其 分 子 中 富 含 Gly 和 碱 性 氨基 酸 , 分 子 量 为 6 200 D, 对 革 兰 氏 阴 性 菌 Escherichia coli 有 较 强 抗 性 。 通 过 MDL-I 对 
大 肠 杆 菌 通 透 性 分 析 和 透射 电镜 超 微 结 构 观 察 表 明 ,MDL-I 首先 可 能 与 细菌 的 外 膜 结 合 , 然 后 与 细胞 内 膜 作 用 ,扰乱 膜 脂 分 子 
的 排列 ,改变 细胞 膜 的 通 表 性 ,从 而 影响 细胞 膜 的 结构 和 功能 , 使 细胞 膜 形 成 的 许多 孔 间 ,造成 细胞 内 的 原生 质 扩 散 , 并 从 天 
这 癌 胞 外 渗 译 ,影响 了 细 基 的 代谢 系统 , 最终 引 起 细胞 膜 破 入 ,细胞 完全 解体 ,从 而 起 到 抑 范 杀 画 作用 。 
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Purification of antimicrobial peptide MDL.-1 from Musca domestica larvae and its 


effect on Escherichia coli ultrastructure 

GONG Xia, SHI Yong-Hui, LE Guo-Wei (Laboratory for Nutrition and Biotechnology Research, College of Food Science， 
Southern Yangtze University, Wuxi, Jiangsu 214036,; China) 

Abstract: The immunized hemolymph was produced from Musca domestica larvae by the inducing of challenging injury 
and bacteria. The antimicrobial peptide was purified by means of boiled water bath, dialysis and concentration, Tricine- 
SDS-PAGE preparation, retrieval and renaturation of peptides. The results of amino acids analysis showed that the mole- 
cule weight of the antimicrobial peptide 1 (MDL-1) was 6 200 D. It contained abundant Gly and alkaline amino acids; 

which had potential activity against Gram-negative bacteria, Escherichia coli. Preparative electrophoresis was an effective 
way to produce antimicrobial peptides. The antimicrobial mechanism of MDL-1 was tentatively studied. The results 
showed that MDL-1 caused a series of pathological changes on E. coli. MDL-1] was located on the plasma membrane ob- 
served with transmission electron microscopy. MDL-1 adhered to bacterial cells by static electricity gravitation in the early 
stage, and then it was observed that MDL-1 affected on the plasma membrane, disturbed the ordered arrangement of 
membrane lipid and changed permeability of plasma membrane, with irregular holes appearing in the plasmalemma and 
cytoplasmic contents of the cells leaking out. Finally, the affected bacteria disintegrated into small fragments and died. 
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研究 发 现 昆 虫 具 有 复杂 的 免疫 防 箱 机 制 。 瑞 典 1975)， 从 此 昆 下 的 免疫 研究 进入 了 一 个 细 新 的 发 
科学 家 Boman 等 (1972) 首先 从 天 得 晴 中 发 现 抗菌 。 展 时 期 。 
肽 ,他 们 以 展 古 比 天 得 Hyalophora cecropia 为 实验 材 昆 忠 抗菌 肽 或 抗菌 重 白 是 昆 忠 在 诱导 和 非 诱导 
料 , 通 过 注射 蜡 状 牙 孢 杆菌 Bacillus cereus 诱导 产生 情况 下 产生 的 具有 体液 免疫 功能 的 小 分 子 物质 , 参 
抗菌 肽 (天 熏 素 cecropins), 后 来 义 从 家 有恒 、 梓 熏 .` 草 ”与 机 体 对 入 侵 病 原 微 生物 的 免疫 反应 。 该 类 物质 分 
朵 符 等 多 种 昆虫 中 分 离 到 抗菌 肽 (Faye et al.， 了 于 量 较 小 ,具有 对 热 稳定 、 水 溶性 好 、 广 谱 抗 菌 等 特 
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点 ( 翟 朝 阳 , 1996), 而 且 与 抗生素 的 抗菌 机 理 完 全 不 
同 , 已 成 为 转基因 抗 病 动 植 物 的 基因 来 源 和 新 型 搞 
菌 . 抗 癌 药 物 研 究 开 发 的 目标 ,有 着 广阔 的 发 展 前 
oo 

家 曲 Musca domestica 属于 双 划 目 、 环 裂 亚 目 、 蜡 
科 、 家 蝇 属 ,从 幼虫 到 成 虫 都 生活 在 杂 菌 横生 的 污浊 
环境 中 ,有 着 极 强 的 适应 恶劣 环境 的 生存 能 力 ,预示 
着 它们 体内 存在 着 独特 的 免疫 防御 机 制 , 具有 很 高 
的 理论 和 潜在 的 应 用 价值 。 但 长 期 以 来 由 于 人 们 对 
家 刚 认 识 偏 见 , 又 加 家 蝇 个 体 小 , 故 经 济 价 值 未 被 深 
入 开发 ,国内 外 对 其 研究 较 少 ,我们 从 家 量 幼 虫 免疫 
血 淋 巴 中 分 离 得 到 了 抗菌 肽 MDL1, 并 对 其 氨基 酸 
组 成 .生物 活性 进行 检测 ,并 在 此 基础 上 进行 抗菌 肽 
MDL-1 对 大 肠 杆 菌 通 透 性 及 超 微 结构 的 作用 研究 ， 
初步 分 析 了 抗菌 肽 的 抗菌 机 理 。 


1 材料 


1.1 家 蝇 幼 虫 与 菌株 

家 晶 3 龄 幼虫 由 无 锡 昆 龙 生态 生物 环保 有 限 公 
司 提供 。 大 肠 杆 菌 ATCC25922 ( Escherichia coli 
ATCC25922) 和 金黄 色 和 葡萄 球菌 ATCC65( Staphilococ- 
cus aureus ATCC6538) 由 无 锡 市 疾病 预防 控制 中 心 提 
供 。 
1.2 仪器 

DY-A 电泳 仪 , 高 速 组织 势 碎 机 ，Waters 600/500 
高 效 液 相 色谱 仪 ，Ag1100 所 基 酸 色谱 仪 , UV755B 篆 
外 分 光 光 度 计 ，GL-16G-I 冷冻 离心 机 ,日 立 H-7000 
型 透射 电子 显微镜 。 
1.3 试剂 

到 烯 栈 胺 为 Canalab 产品 , N,N'- 甲 又 双 两 精 栈 
胺 (分 析 纯 ) 为 Biomol 公司 产品 ，Tricine 为 Amresco 
公司 产品 , 过 硫酸 铵 和 四 甲 基 乙 二 胺 (TEMED ) 为 
BIB 产品 , 低 分 子 量 标准 香 白 质 为 上 海 生 化 所 监制 ， 
胰岛 素 (40 U/mL) 为 上 海 生 物化 学 制药 厂 产 品 ， 截 
流 2 000 D 透 析 袋 为 Sigma 公司 产品 。 


2 万 法 


2.1 抗菌 肽 的 分 离 纯 化 

2.1.1 家 量 幼 虫 的 免疫 : 用 带 有 大 肠 杆 菌 的 小 针 
和 斜 刺 幼虫 的 腹腔 ,1 针 1 条 , 刺 伤 后 继续 饲养 24 h， 
同时 设立 对 照 组 (只 饲养 不 进行 诱导 )。 将 虫 体 与 饲 
料 剥 离 , 立 即 放 入 液 氮 速冻 。 


2.1.2 血 淋 巴 的 提取 : 将 一 定量 虫 体 放 入 高 速 组 
织 揭 碎 机 中 , 按 重 量 与 体积 比 为 113 加 入 提取 液 
(0.05 mol/L、pH 5.0 乙酸 狠 缓 冲 液 ,35 pg/mL 共 甲 基 
磺 酰 氟 PMSF), 充分 捣 雄 匀 浆 , 色 浆 液 用 12 000 x/ 
min 高 速 冷冻 离心 30 min, 取 上 清 , 重 复 3 次 ,合并 上 
清 ;用 400 目 纱 网 过 滤 , 将 滤液 于 沸水 洽 中 搅拌 加 热 
5 min, 迅速 冷却 后 ,4 800 r/min 离心 30 min, 上 清 液 
用 透析 袋 透 析 浓 缩 ,将 浓缩 液 在 - 20 色 冰箱 中 保存 
备用 。 
2.1.3 抗菌 肽 的 电 访 制备 : 首先 ,寻找 家 量 幼 虫 诱 
导 前 后 重 白 表达 差异 条 带 , 将 免疫 的 血 淋 巴 和 对 照 
组 血 淋 巴 分 别 与 上 样 缓 冲 液 加 热处理 后 , 进行 
Tricine-SDS-PAGE 测定 ， 参 照 Schigger 和 van Jagow 
《1987) 的 方法 并 有 改进 ,分 离 胶 浓 度 16.5 和 %, 间 际 胶 
浓度 6.2% ,浓缩 胶 浓 度 4 多, 胶 联 度 3%, 受 厚 1.5 
mm, 电压 60 V, 电流 30 mA; 电泳 6h, 将 凝 胶 银 染色 。 
其 次 ,回收 : 将 筷 白 北 胶 前 和 雁 , 加 入 适量 的 Tris-HCl 
缓冲 液 (pH 7.0), 浸泡 ,然后 放 入 2 000 D 透 析 袋 进行 
洗 脱 电泳 ,电压 60 V, 时 间 3 h,400 目 纱 网 过 滤 , 辣 
滤液 中 滴 加 乙酸 使 pH 5.5, 然后 离心 得 抗菌 肽 ， 室 
温 干 燥 。 但 部 分 肽 已 变性 ,其 水 溶性 较 差 ,必须 进行 
复 性 。 最 后 , 复 性 : 在 干燥 的 肽 中 加 入 pH 8.0 的 TE 
缓 神 液 和 终 浓 度 为 0.5 molL 的 盐酸 肛 , 振荡 均匀 ， 
静止 24 h, 肽 得 以 复 溶 并 复 性 后 ,再 进行 抗菌 活性 及 
纯度 的 检验 。 
2.2 抗菌 活性 的 检测 

(1) 抑 菌 圈 测量 法 ; 通过 测定 抑 菌 圈 直 径 , 定性 
检测 抑 菌 活力 。(2) 比 浊 法 : 参照 Hultimark 等 
《1980) 的 方法 并 计算 抗菌 活力 , U = 0D, - 0D/OD,， 
其 中 1 为 抑 菌 活 力 单 位 ,0D, 为 初始 的 吸光 值 :;OD 
为 作用 30 min 后 的 吸光 值 。 
2.3 和 蛋白 浓度 与 抗菌 肽 浓度 的 测定 

血 淋 巴 中 香 自 浓度 参照 Bradford 方法 ( 汪 家 政 
和 范 明 ,2001) 进 行 ; 抗菌 肽 浓度 的 测定 参照 Steiner 
《1982) 的 实验 方法 。 
2.4 纯度 鉴定 

采用 HPLC 与 Tricine-SDS-PAGE 分 别 进 行 鉴定 。 
HPLC 鉴定 ,采用 分 析 型 GC 反 相 柱 , 流动 相 A: 
0.05% 三 氰 乙酸 (TFA), 流动 相 B: 70% 乙 膊 《 倒 
0.05% TFA), 线 性 梯度 洗 脱 ,流速 1 mL/min,; 检测 小 
长 为 220 nm。 
2.5 抗菌 肽 分 子 量 测定 

采用 Tricine-SDS-PAGE 不 连续 电 沪 测定， 分离 
胶 浓 度 14%， 间 际 股 浓度 6% , 浓缩 胶 浓 度 4%, 胶 
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联 度 3% , 胶 厚 0.7 mm。 考 虑 到 抗菌 肽 分 子 量 实 际 
情况 ,我 们 在 测定 时 添加 胰岛 素 作 为 分 子 量 标准 。 
2.6 氨基酸 组 成 分 析 

样品 加 6 molL 盐酸 真空 封 管 ,110 爷 水解 24 h， 
测定 氨基 酸 组 成 。 
2.7 抗菌 肽 MDL-1 对 大 肠 杆菌 细胞 通 透 性 影响 

参考 Laura 等 (1996 ) 的 方法 : 培养 大 肠 杆菌 至 
对 数 生 长 期 ,1 000 r/min 离心 10 min, 沉淀 菌 体 用 
0.1 mol/L、pH 7.4 的 磷酸 盐 缓冲 液 稀释 为 1 x 10 
CFU/mL。 实验 分 为 2 组 : 一 组 用 1 mg/mL 的 抗菌 肽 
与 菌 液 37 共同 培养 10 min、30 min、1 h、2 h、4 h、8 
h; 另 一 组 菌 液 中 未 加 抗菌 肽 ,而 是 加 入 2 mg/mL 的 
Triton X-100 处 理 1 bh, 使 菌 体 死亡 破裂 ;对 照 组 为 稀 
释 菌 液 。 混 合 液 分 别 经 0.22 ym 纤维 素 酯 微 孔 滤 膜 
过 滤 ,滤液 于 紫外 分 光 光 度 计 260 nm 波长 测定 其 吸 
光 值 ,并 计算 渗透 率 PDL = OD/0D, x 100,0OD 为 菌 液 
中 加 入 抗菌 肽 后 的 吸光 值 或 未 加 抗菌 肽 的 吸光 值 ， 
OD, 为 菌 液 中 加 入 Triton X-100 处 理 后 的 吸光 值 。 
且 滤 液 用 琼脂 培养 ,如 有 菌 生长 , 则 该 样品 无 效 , 以 
保证 实验 结果 的 准确 性 。 
2.8 透射 电镜 制 样 及 抗菌 肽 MDL-1 对 大 肠 杆 菌 抑 
杀 作 用 的 观察 

取 对 数 生 长 期 的 大 肠 杆 菌 ,1 000 r/min 离心 10 
min， 弃 上 清 ,无 菌 生理 盐水 洗涤 ,用 新 鲜 培 养 基 稀 
释 成 10'"/mL 的 细菌 悬 液 。 取 1 mL 细菌 悬 液 ,实验 
组 分 别 加 5 jymol/L、20 pmolEL 的 抗菌 肽 溶液 200 JEL， 
对 照 组 加 生理 盐水 200 由 ,37% 下 作用 30 min 和 60 
min,2 000 r/min 低温 离心 , 奔 上 清 , 用 无 菌 生理 盐水 
洗涤 2 次 ,加 3 多 成 二 醛 固 定 2~4h,pH7.2 的 磷酸 
缓冲 液 漂洗 数 次 ,再 用 1% 钱 酸 固定 1h 后 ,通过 日 
立 H-7000 透射 电子 显微镜 观察 抗菌 肽 对 大 肠 杆 菌 
细胞 的 作用 。 


3 结果 


3.1 抗菌 肽 MDL-1 的 抑 菌 活性 

为 了 准确 快速 地 得 到 抗菌 肽 ,我们 在 分 离 纯化 
的 主要 实验 步骤 中 均 进 行 定 性 和 定量 抗菌 活性 的 跟 
踪 检测 。 经 Tricine-SDS-PAGE 电泳 得 到 6 条 差异 表 
达 和 蛋白 条 带 ( 图 1) ,将 这 6 条 带 回 收复 性 后 ,做 抗 
菌 活性 检测 ,得 到 3 种 抗菌 谱 和 抗菌 活性 不 同 的 抗 
菌 多 肽 (图 1 中 所 示 3、4、6 条 带 ) ,我 们 对 其 中 一 种 
含量 较 高 的 抗菌 肽 (图 1 中 第 6 条 带 ) 进 行 了 研究 ， 
并 命名 为 MDL-1。MDL-1 对 大 肠 杆 菌 有 强烈 的 抗菌 


活性 ( 比 活力 为 1.205 U/mg) ,而 对 金黄 色 葡 萄 球菌 
几乎 没有 作用 ( 比 活力 为 0.005 U/mg)( 图 2)。 


6 一 ~ 省 四 
MDL-1 
图 1 家 晶 诱 导 重 白 表达 差异 电泳 
Fig.1 Protein differential expression electropherogram of 


Musca domestica larvae tissue homogenization 
A: 诱导 后 家 蝇 提 取 液 电泳 条 带 Immunized tissue homogenization ; 
B: 未 诱导 家 蝇 提 取 液 电泳 条 带 Unimmunized tissue homogenization . 





图 2 MDL-1 对 大 肠 杆菌 的 抑制 作用 
Fig.2 Antimicrobial effect of MDL-1 against E.coli 
A、B、C.D 为 含 MDL-1 的 滤纸 片 抑 菌 圈 A，B，C and D were 
samples; E\F 为 对 照 ( 滤 纸 片 在 水 中 浸泡 ,不 含 MDL-1) E and 
F were the control (Filter paper dipped into water， 
without MDL-1 ) . 


3.2 纯度 检测 
抗菌 肽 MDL-1 经 HPLC 检测 为 单一 峰 , 又 

经 Tricine-SDS-PAGE 不 连续 电泳 检测 得 到 单一 条 
带 ,因此 表明 抗菌 肽 达到 均一 程度 。 
3.3 抗菌 肽 MDL-1 的 分 子 量 

经 Tricine-SDS-PAGE 不 连续 电泳 ,测定 标准 分 
子 量 的 Rf 值 ,计算 出 家 蝇 幼 虫 抗菌 肽 MDL-1 的 分 子 
量 为 6 200 D。 
3.4 抗菌 肽 氨基 酸 组 成 分 析 

抗菌 肽 MDL-1 由 51 个 氨基 酸 残 基 组 成 , 富 含 碱 
性 氨基 酸 和 甘氨酸 ,不 含 甲 硫 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 。 结 
果 见 表 1。 
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表 1 抗菌 肤 MDL-1 的 氨基 酸 组 成 
Table 1 Amino acid composition of antimicrohial peptide MDL-1 


氨基 酸 浓度 Concentration 残 基数 

Amino acid CpmolfnL) Residues 
Asx 32:22 4 
(zx 41.01 3 
Ser 48.60 6 
His 10.66 2 
Gly 54.49 8 
Thr 17.47 3 
Ala 34.73 3 
Arg i 4 2 
Tyr 9.58 1 


Asx 代表 Asn 或 Asp 或 Asn + Asp; Glx 代 表 Gln 或 Gu 或 Gln+ Ghu; 下 同 。 


氨基 酸 浓度 Concentration 残 基数 
Amino acid Cpmol/pL) Residues 
Val 35.34 5 
Met 一 0 
Phe 9.10 1 
lle 11.89 2 
Leu 19.94 
Lys 19.19 3 
Pro 9.39 1 
Total 364.95 Sa 


Asx means Asn or Asp or Asn + Asp; (lx means Gn or Gu or eln + eu The same below. 


3.5 抗菌 肽 MDL-1 对 大 肠 杆菌 细胞 通 透 性 的 影响 

大 肠 杆 菌 经 抗菌 肽 MDL-1 作用 后 , 与 对 照相 比 
紫外 吸收 值 明 显 升 高 , 且 随 着 作用 时 间 的 延长 呈现 
上 升 趋势 (图 3); 相应 的 通 透 率 也 大 幅度 提高 , 当 作 
用 120 min 后 通 透 率 近 509% ， 当 作用 240 min 时 通 透 
率 近 100 和 《图 3)。 说 明 抗 菌 肽 对 大 肠 杆 菌 细 胞 的 
通 透 性 作用 较 强 ,致使 菌 体内 容 物 泄露 , 导致 细菌 死 
大 人 


一 中 一 PDL of MDL-1 
—*— PDL of contrast 
一 生 一 0D of MDL-1l 
—0— OD of contrast 


100 0.2 
二 0. 18 
> 80 0. 16 ~ 
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兰 60 Us 
中 0.1 书 
二 二 cy 
本 40 0.08 ~ 
次 0.08 A 
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0.02 
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3 抗菌 肽 MDL-1 对 大 肠 杆 菌 通 葡 性 的 影响 
Fig.3 Effect on membrane permenbility of 
Escherichia coli by MDL-I1 


3.6 抗菌 肽 作用 大 肠 杆菌 后 的 透射 电镜 观察 

透射 电镜 观察 结果 表明 : 未 经 抗菌 肽 处 理 的 大 
肠 杆菌 结构 完整 ,表面 光滑 ;而 经 抗菌 肘 处 理 后 的 大 
肠 杆菌 细胞 壁 、 细 胞 膜 出 现 破 裂 , 表面 有 明显 孔洞 ， 
诛 生 质 严 重 扩散 , 随 着 抗菌 肽 浓度 的 增加 和 作用 时 
间 的 延长 菌 体 完全 解体 , 内 容 物 外 泄 ( 图 4)。 


Lp | 
Dm 
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4 讨论 


昆虫 与 高 等 动物 相 比 ,有 着 一 个 独特 的 免疫 体 
系 , 昆 虫 的 免疫 系统 主要 包括 血细胞 免疫 和 体液 免 
疫 ,血细胞 免疫 主要 由 血 麻 巴 中 的 浆 细 胞 和 颗粒 血 
细胞 等 包 被 和 吞噬 外 来 异物 , 而 体液 免疫 则 是 由 血 
细胞 中 存在 的 有 关 的 大 分 子 物 质 包 括 溶菌 酶 .凝集 
素 .类 免疫 后 白 、 抗 菌 肽 或 抗菌 集 白 等 ,配合 血细胞 
免疫 而 建立 的 一 个 开放 的 完整 的 防御 体系 。 其 中 昆 
忠 抗菌 肽 或 抗菌 个 白 是 经 人 工 或 自然 诱导 后 产生 的 
免疫 因子 ,是 昆虫 免疫 的 效应 物 , 具有 分 子 量 较 小 ， 
对 热 稳定 等 特点 。 目 前 根据 抗菌 肽 的 氨基 酸 组 成 和 
结构 特点 分 为 5 类 ( 宫 霞 等 , 2002):; 天 重 素 类 
Ccecropins)、 昆 忠 防 御 素 (insect defensins》、 富 含 彩 氧 
酸 的 抗菌 肽 (proline-rich peptides)\ 富 含 甘 氨 酸 的 抗 
落 肽 (glycine-rich peptides》、 抗 真菌 肘 (anti-fungal pep- 
tides)。 运 今 为 上 ,国内 外 学 者 在 双 翅 目 蝇 类 中 的 肉 
量 Sarcopgaga peregrina 、 绿 量 Phormia terranorae 和 条 
则 Drosophila melanogaster( Cociancich et al .， 1994), 地 
中 海 实 量 Ceratitis capitata 《Marchini and Giordano; 
1993) 和 恬 鳌 量 Stonzoxys poregrinn 《Lehane，1997) 中 
分 离 到 具有 不同 抗菌 活性 的 抗菌 肽 ,但 以 家 蝇 为 实 
验 对 象 分 离 抗菌 肽 的 研究 我 们 经 计算 机 联网 检索 和 
翻阅 大 量 资料 发 现 国外 未 见报 道 ,我国 对 家 蝇 抗 菌 
物质 的 研究 进展 绥 慢 ,长 期 停留 在 免疫 应 答 及 血 淋 
巴 理化 性 质 的 阶段 。 本 世纪 和 初 国内 学 者 相 鸣 和 周 立 
(2001) 及 陈 留存 和 王 金 星 (2001) 通 过 离子 交换 和 凝 
胶 过 滤 层 析 从 家 量 中 各 分 离 到 一 种 抗菌 肽 ,前 者 得 
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图 4 抗菌 肽 MDL-1 作用 于 大 肠 杆 菌 前 后 的 透射 电镜 观察 
Fig.4 Transmission electron micrographs of E. coli treated or untreated with antimicrobial peptide MDL-1 

A. 未 经 抗菌 肽 处 理 的 正常 大 肠 杆 菌 的 形状 ,清晰 的 杆 状 结构 ,表面 光 兴 ,曲线 规则 E.coli ATCC25922 untreated with MDL-1. bacterial cells kept 
normal morphology . within tegrated shape and smooth surface(30 000x ); B. 经 5 movL 抗 菌 肽 处 理 30 min 后 大 肠 杆 菌 的 细胞 壁 细胞膜 出 现 破裂 ， 
表面 有 明显 孔洞 ,原生 质 扩散 E.coli ATCC25922 treated with 5 pmol/L MDL-1 for 30 min，pores were found at the surface, the cytoplasmic contents 
gradually diffused (50 000x ); C. D. 经 5 fmolL 抗 菌 肽 处 理 60 min 后 大 肠 杆 菌 的 细胞 壁 .细胞 膜 严重 破损 .形成 碎片 . 菌 体 破裂 解体 .内 容 物 
流出 E.coli ATCC25922 treated with 5 umol/L MDL-1 for 60 min ，there were so many pores that lead to the cytoplasmic lysising and mupturing of the cells 
(C: 30000x ;D: 20000x):;:E. 经 20:moyL 抗 菌 驮 处 理 30 min 后 大 肠 杆 菌 的 细胞 壁 .细胞 膜 出 现 大 面积 破裂 .表面 有 明显 孔洞 .厚生 质 严重 
扩散 E.coli ATCC25922 treated with 20 fmolL MDL-1 for 30 min. many pores were found al the surface, lots of area breaking existed at the cell wall and 
cvtomembrane ，the cvtoplasmic contents gradually diffused (40 000 x ); F.G. 经 20 jmoliL 抗菌 肘 处 理 60 min 后 大 肠 杆 菌 的 细胞 表面 严重 损伤 . 导 
致 菌 体 断裂 (F) .内 容 物 流出 后 扩散 E.coli ATCC25922 treated with MDL-1 for 60 min, the cells walls were damaged gravely, the cvtoplasmic contents 
diffused so heavily that they leaked out, and the inner of some cells becomes empty (F: 30 000 x ; G: 20 000 x ). 


到 的 抗菌 肽 分 子 量 为 1 000 DD, 未 进行 氨基 酸 组 成 和 
结构 分 析 ; 后 者 得 到 的 抗菌 肽 分 子 量 为 12 600 D, 有 
106 个 氨基 酸 残 基 , 富 含 Pro 和 2 个 Cvs; 安 春 菊 
(2003) 采 用 逐步 回归 分 析 确 定 了 5 种 家 蝇 幼 虫 抗菌 
相关 蛋白/ 多肽 ,其 表 观 分 子 量 分 别 为 : 22 kD、50 
kD .13 kD .26 kD 和 7kpD, 但 没有 对 其 相关 性 质 的 报 
道 。 我 们 通过 电泳 得 到 的 抗菌 肽 MDL-1 的 分 子 量 
较 小 ,为 6 200 D, 由 51 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,不 含 甲 
硫 氨 酸 和 半 胱 氨 酸 ,不 能 形成 二 硫 键 , 富 含 碱 性 所 基 
酸 和 大 量 的 易 形成 -螺旋 的 氨基 酸 , 且 对 单 兰 氏 阴 
性 菌 有 显著 的 抑制 作用 。 最 近 我 们 对 抗菌 肽 MDL-1 
进行 了 圆 二 色谱 和 红外 光谱 分 析 , 得 出 MDL-1 无 论 
从 氨基 酸 数 量 .组 成 .分子 其 还 是 空间 结构 上 与 已 报 
道 的 家 蝇 抗 菌 肽 均 不 相同 ,目前 可 以 推断 该 抗菌 肽 
是 新 型 的 抗菌 肽 

由 于 昆虫 在 创伤 或 注射 感染 细菌 后 诱导 抗菌 肽 


基因 表达 ,合成 大 量 抗菌 多 肽 ,因此 我 们 依据 诱导 前 
后 家 蝇 幼 虫 血 淋 巴 中 和 集 白 表达 差异 的 电泳 图 谱 迅 速 
得 到 3 种 有 不 同 抗 菌 活 性 的 多 肽 , 免 去 了 繁琐 的 凝 
胶 色 谱 纯 化 和 鉴定 步骤 ,不仅 节省 时 间 ,更 重要 的 是 
通过 制备 电泳 可 以 快速 .准确 寻找 这 些 含量 较 少 的 
生物 活性 物质 并 且 得 到 高 度 均一 的 产品 ,为 抗菌 肽 
的 分 离 纯 化 提供 一 种 行 之 有 效 的 方法 - 

大 肠 杆 菌 属于 革 兰 氏 阴 性 细菌 ,有 外 膜 和 内 膜 
两 种 膜 系 ,外 膜 富 含 带 负电 人 荷 的 脂 多 糖 ,内 膜 为 质 
膜 ,本 研究 通过 抗菌 肽 MDL-1 对 大 肠 杆 菌 细 胞 通 透 
性 的 改变 及 透射 电镜 超 微 结构 观察 表明 : 抗菌 肽 通 
过 静电 引力 首先 与 细胞 外 膜 结 合 , 使 光滑 的 细菌 表 
面 有 许多 突起 ,然后 与 细胞 内 膜 作 用 ,扰乱 膜 脂 分 子 
的 排列 ,改变 细胞 膜 的 通 透 性 ,影响 细胞 膜 的 结构 和 
功能 ,在 细胞 膜 上 形成 许多 孔道 ,使 细胞 内 的 原生 质 
扩散 ,并 从 和 孔道 向 胞 外 滩 泌 ,造成 紫外 吸收 值 升 高 ， 
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影响 了 细菌 的 代谢 系统 , 进而 膜 局 部 破损 ,最 终 引 起 
细胞 膜 破碎 ,细胞 完全 解体 , 从 而 起 到 抑 菌 、 杀 菌 作 
用 。 但 抗菌 肽 是 否 通过 孔道 进入 细胞 内 ,进一步 影 
啊 细 胞 的 信号 传导 系统 和 基因 的 表达 ? 对 此 还 需 更 
深入 的 研究 。 但 是 也 可 看 出 昆虫 抗菌 肽 抗菌 机 理 与 
通过 阻 断 细菌 的 大 分 子 生 物 合成 来 发 挥 作 用 的 抗 生 
素 的 抗菌 机 理 完 全 不 同 , 细 菌 不 易 对 抗菌 肽 产生 耐 
药性 CGazit and Lee，1994), 抗菌 肽 有 可 能 作为 新 一 
代替 代 抗 生 素 的 抗菌 药物 , 因此 对 抗菌 肽 进一步 研 
客 具 有 重要 理论 意义 和 实际 应 用 价值 。 
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